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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um probiótico específico para suínos e
avaliar o seu efeito quando suplementado às dietas de leitões desmamados na fase de
creche. De um total de 33 espécies bacterianas isoladas de suíno, duas foram
selecionadas de acordo com a morfologia, coloração de Gram, viabilidade durante o
processamento e estocagem. Estas foram testadas quanto à resistência à bile e fenol,
tolerância a pH baixo e produção de substâncias antimicrobianas. Através do melhor
rendimento no consumo de substrato (Yx/s) foi selecionada a cepa P01-001. O isolado
bacteriano foi avaliado como suplemento alimentar para suínos. Foram utilizados 36
leitões desmamados aos 23 dias de idade e avaliados quanto ao ganho de peso diário,
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consumo diário de ração e conversão alimentar na Fase 1 (23 a 35 dias de idade), Fase
2 (35 a 54 dias de idade), Fase 3 (54 a 72 dias de idade) e no período total (23 a 72
dias de idade) em três diferentes tratamentos, ração basal, ração basal com antibiótico
e ração basal com Lactobacillus reuteri LPB-P01-001. A cepa P01-001 foi identificada
através da seqüência 16S rDNA como Lactobacillus reuteri. O Lactobacillus reuteri é
heterofermentativo, microaerófilo e cresce a temperatura de 37 °C. É uma cepa com
potencial probiótico, resistente a altas concentrações de bile e baixo pH, apresenta
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli hemolítica suína e Staphylococcus
aureus. A máxima produtividade de biomassa de Lactobacillus reuteri, obtida neste
trabalho, foi de 0,416 g/L.h em meio de cultura com 2% de extrato de levedura e 3%
de açúcar mascavo, sob condições de fermentação, temperatura de 37 °C e 8 horas. Os
resultados experimentais mostraram que, em comparação com a presença e efeitos do
antibiótico, a implantação de Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 na alimentação,
resultou em efeitos similares, manifestados por ganho de peso e conversão alimentar
durante a fase de creche de suínos.
Palavras-chave: Lactobacillus reuteri, suíno e probiótico.
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ABSTRACT
The aim of the present work was to develop a swine-specific probiotics and to evaluate
its effects when added to swine feeds after weaning. Out of a total of 33 strains
isolated from swine, two strains were selected according to morphology, Gram stain,
viability during processing and storage. These were tested for bile and phenol
resistance, low pH tolerance and production of antimicrobial substances. Because of
its yield - based on substrate consumption (Yx/s) - the P01-001 strain was selected.
This bacterial isolate was evaluated as a possible feed supplement for swine. The
present experiment used thirty six piglets weaned at 23 days and evaluated daily for
weight gain, daily feed consumption and feed conversion in phase 1 (23 at 35 days of
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age), phase 2 (35 at 54 days of age), phase 3 (54 at 72 days of age) and total period (23
at 72 days of age) under three different treatments: normal diet, diet supplemented
with antibiotic, and diet supplemented with Lactobacillus reuteri LPB P01-001. The
P01-001 strain was identified as Lactobacillus reuteri by the 16S rDNA sequence.
Lactobacillus reuteri LPB P01-001 - a heterofermentative, microaerophilic strain,
grown at 37 °C - is a strain with probiotic potential, that is, it is resistant to high
concentration of bile and low pH, and presents antimicrobial activity against swine
hemolytic Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The maximal biomass
production of Lactobacillus reuteri was 0.416 g/L.h in a culture medium with 2% of
yeast extract and 3% of brown sugar, under fermentation conditions: 37 °C and 8
hours fermentation. The results showed that, when compared to the presence and
effects of antibiotics, Lactobacillus reuteri LPB-P01-001 implantation presented a
similar effect, manifested by weight gain and feed conversion in the growth of swine.
Key-Words: Lactobacillus reuteri, swine, probiotics.
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1  INTRODUÇÃO
A suinocultura brasileira é uma das mais desenvolvidas do mundo e produz
carne a um dos menores custos. Assim, o Brasil é um dos grandes competidores neste
mercado mundial.
A produção de suínos no sul do Brasil pode ser considerada como a mais
tecnificada da América do Sul, atingindo bons índices de produtividade, colocando
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nosso país entre os sete maiores produtores mundiais, com 2,68 milhões de toneladas
desse produto em 2004 (ABIPECS, 2006). A produção da carne suína no Brasil é
82,39% destinada ao consumo interno e os 17,61% restantes são exportados
(SILVEIRA, 2005).
Devido ao fato da criação de suínos estar se tornando mais industrializada, o
risco de uma maior perda econômica relacionada à diminuição do desempenho e da
saúde torna-se primordial, e esforços neste sentido têm sido feitos para descobrir
diferentes maneiras de melhorar a produção. Os promotores de crescimento, como
antibióticos, têm sido utilizados com muito sucesso na criação de suínos, facilitando a
produção em larga escala, mesmo em condições subótimas (VISEK, 1978).
Entretanto, consumidores e autoridades têm exibido uma preocupação crescente
com o risco à saúde oferecido pelo consumo de carne contendo resíduos de aditivos
alimentares, bem como o perigo de disseminar fatores de resistência causados pelo uso
indiscriminado de antibióticos. É neste contexto que os probióticos, suplementos
alimentares à base de microrganismos vivos (FULLER, 1989), quando administrados
em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2005) afetam beneficamente o hospedeiro
animal melhorando o equilíbrio da microflora intestinal.
Quando estes probióticos são incorporados aos alimentos como parte do
processo de elaboração ou como aditivos, geram alimentos funcionais, isto é,
alimentos obtidos por qualquer procedimento, com características particulares de
algum de seus componentes, sejam ou não nutritivos, que afetam de maneira positiva
ou promovam um efeito fisiológico ao organismo, além de seu valor nutritivo
tradicional (GONZÁLEZ-MARTÍNEZ; GÓMEZ-TREVIÑO, 2001).
2.1   JUSTIFICATIVA
Introduzir o uso de probióticos na alimentação de suínos visando um melhor
desempenho na produção e sanidade dos animais sem o uso dos tradicionais
promotores de crescimento (antibióticos).
2.2   OBJETIVOS
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O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de um probiótico para a
alimentação de suínos, de acordo com as seguintes etapas:
     a) escolha dos microrganimos adequados a serem usados como probióticos na
produção da carne suína em substituição aos promotores de crescimento a
base de antibióticos;
b) isolamento, seleção in vitro, caracterização bioquímica e fisiológica de cepas
com características probióticas;
c) identificação molecular da cepa com potencial probiótico;
d) desenvolvimento e otimização de um meio de cultivo alternativo de baixo
custo para a obtenção de biomassa probiótica a ser produzida em larga
escala;
e) avaliação in vivo da eficiência do probiótico desenvolvido em leitões
desmamados.
2.3   PERSPECTIVA
O uso de probióticos permite a eliminação de resíduos de antibióticos nas
carcaças, atendendo a exigências do mercado para a exportação, além de outros
benefícios relevantes, como o controle de diarréia e a imunoestimulação, podendo
potencializar os programas de vacinação dos animais.
3 REVISÃO DA LITERATURA
2.1  SUÍNO (Sus scrofa, Linnaeus, 1758)
Atualmente, a carne suína é a proteína animal mais consumida no mundo. Em
2004 os produtores de suínos em todo o planeta, produziram 100,39 milhões de
toneladas de carne, sendo a produção brasileira de 2,68 milhões de toneladas
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(ABIPECS, 2006). O consumo mundial de carne suína, tendo como base uma
população de seis bilhões de habitantes, pode ser estimado em 14,7 kg/habitante.ano.
Cerca de 70% da carne de suíno produzida no Brasil é consumida sob a forma de
produtos industrializados, num contexto em que começa a aumentar o consumo da
carne suína in natura. Por sua vez, o mercado consumidor está cada vez mais exigente,










Espécie: scrofa (AGS, 2006).
2.1.3 Manejo de Suínos
Os suínos levam em média 160 dias para chegar ao abate, com peso médio de
100 kg, passando por três seções (maternidade, creche e crescimento-terminação)
durante o tempo de sua vida. A etapa maternidade é considerada desde o nascimento
até aproximadamente 7 kg (23 dias). A etapa de creche envolve o desenvolvimento do
Elizete de F. R. Pancheniak 29
peso dos suínos até aproximadamente 25 kg aos 63 dias. A fase de crescimento-
terminação representa o intervalo de 25 a 113 kg (LUDKE; LUDKE, 2005).
Na produção da carne suína, um dos maiores problemas é a alta mortalidade, ao
redor de 20%, especialmente após o desmame. A saída da maternidade para a creche
representa um choque para os leitões, pois deixam a companhia materna e, em
substituição ao leite, passam a se alimentar exclusivamente de ração. Por essa razão, os
cuidados dedicados aos leitões, principalmente nos primeiros dias de creche, são
importantes para evitar perdas e queda no desempenho, em função de problemas
alimentares, causados pela limitada capacidade de digestão, e ambientais que, via de
regra, resultam na ocorrência de diarréias. Além disso, problemas imunológicos
também afetam o desempenho pós-desmame, visto que a sua imunidade ainda não é
completamente efetiva (APCS, 2005; FÁVERO, 2005).
O crescimento e a terminação são as fases menos preocupantes dos suínos,
desde que, ao iniciarem as mesmas, apresentem um peso compatível com a idade e
boas condições sanitárias. Assim sendo, pode-se dizer que o sucesso nessas fases
depende de um bom desempenho na fase maternidade e creche (FÁVERO, 2005).
Aproximadamente 41% da causa da morte deve-se a diarréia, a qual contribui
significativamente para o decréscimo do desempenho e da saúde de suínos
(LARPENT; CASTELLANOS; LARPENT, 1994). O QUADRO 1 apresenta os
agentes causadores da diarréia em suínos nos países: Canadá, Estados Unidos e
Austrália (JONSSON; CONWAY, 1992).
QUADRO 1 - AGENTES CAUSADORES DA DIARRÉIA, EM SUÍNOS, NOS PAÍSES: CANADÁ,
ESTADOS UNIDOS E AUSTRÁLIA
Porcentagem de suínos




K 99, 987 P e F 41;
22 31 82
Cryptosporidium 15 18 1
Vírus gastrenterites 52 16 0
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Rotavírus 9 14 4
FONTE: JONSSON; CONWAY (1992)
Os suínos são particularmente susceptíveis à diarréia durante os três períodos,
isto é, durante a primeira semana, de duas a três semanas de idade e no desmame
(McALLISTER; HAROLD; SHORT, 1979).
As espécies hemolíticas de Escherichia coli são achadas com alta freqüência em
suínos (McALLISTER; HAROLD; SHORT, 1979; KANDLER; WEISS, 1989).
Hoblet et al (1986) observaram casos de diarréia em leitões desmamados envolvendo
Escherichia coli hemolítica.
A Escherichia coli apresenta-se sob a forma de bastonete e reage negativamente
a coloração de Gram (BIER, 1985). As cepas de E. coli, quando aderem às vilosidades
intestinais, desenvolvem problemas diarréicos, produzindo enterotoxinas que
estimulam o enterócito a bombear líquido no lúmem intestinal, e aumentando a
motilidade intestinal. A E. coli enterotoxigênica é a causa mais importante de diarréia
em animais neonatos (SALDARRIAGA; CALLE; CAMACHO, 2000).
Para o tratamento da colibacilose tem-se utilizado antibióticos com resultados
muito variáveis, devido à habilidade da E. coli em desenvolver resistência aos
antibióticos (SAYAH, et al, 2005). O desenvolvimento de resistência aos antibióticos
implica em uma troca genética estável, hereditário de geração em geração. Vários
mecanismos podem alterar a composição genética bacteriana. Uma causa freqüente é a
mutação devido à transferência de material genético de uma bactéria a outra
(transdução ou conjugação). As trocas mutacionais, que conferem resistência a uma
droga, podem simultaneamente alterar os fatores de virulência e afetar a
patogenicidade do microrganismo. A E. coli é portadora de plasmídeos R que regulam
a resistência a um ou mais medicamentos. A resistência de cepas aos antibióticos é um
sério problema de saúde, pois a proporção de bactérias entéricas que transportam
plasmídeos para resistência a drogas múltiplas tem aumentado lentamente durante os
últimos 25 anos (SALDARRIAGA; CALLE; CAMACHO, 2000).
2.1.3 Microflora Gastrintestinal de Suíno e sua Contribuição para Resistência
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O suíno é um animal monogástrico cujo trato gastrintestinal normalmente
possui uma flora bacteriana que irá suprimir bactérias não desejáveis. É colonizado por
uma microflora relativamente rica, dominado por bactérias ácido lácticas,
principalmente por Lactobacillus e Streptococcus sp. (FULLER, 1992; ROJAS;
ASCENCIO; CONWAY, 2002).
Qualquer fator que leve ao desequilíbrio da microbiota intestinal, como o uso
indevido de antimicrobiano e estresse de qualquer natureza do hospedeiro, poderá
permitir a instalação e a multiplicação de microrganismos patogênicos. Logo, fica
evidente que o equilíbrio da microflora intestinal, reflete diretamente em um bom
estado de saúde do hospedeiro (SILVA; ANDREATTI, 2000).
2.2 PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA SUINOCULTURA
A função básica do trato gastrintestinal é converter o alimento ingerido em
nutrientes necessários para as diversas reações químicas e metabólicas envolvidas no
crescimento, manutenção, produção e reprodução. No desempenho dessa função, o
trato gastrintestinal é continuamente e intensamente exposto à ação de agentes
exógenos, que são ingeridos com os alimentos, ou pela ação dos microrganismos
componentes da microflora intestinal.
Para assegurar que os nutrientes sejam ingeridos, digeridos, protegidos da
destruição, absorvidos e transportados às células do organismo, são incluídos na dieta
de suínos certos aditivos, em sua maioria, não nutritivos.
Na legislação brasileira (BRASIL, 1998), aditivo intencional é definido como:
“toda substância ou mistura de substâncias, dotadas ou não de valor nutritivo,
adicionada ao alimento com a finalidade de impedir alterações, manter, conferir ou
intensificar seu aroma, cor e sabor, modificar ou manter seu estado físico geral ou
exercer qualquer ação exigida para uma boa tecnologia de fabricação do alimento”
(Decreto n° 986 de 21.10.1969). Alguns dos aditivos usados são promotores de
crescimento, onde geralmente referem-se aos antimicrobianos, embora, sob um
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aspecto mais amplo, devam-se considerar outros produtos, como os probióticos, as
enzimas -beta-glucanase, os acidificantes - como ácidos fórmico, acético, propiônico,
fumárico, cítrico, lático, tartárico e málico (APCS, 2005; ROTH, 2005) e os beta-
adrenérgicos – catecolaminas (LANCINI, 1994).
2.2.1 Conceitos de Utilização de Promotores de Crescimento
A função de um promotor de crescimento moderno é maior do que
simplesmente melhorar o desempenho animal. Devido às exigências de países
desenvolvidos, como os do Mercado Comum Europeu e o Japão, de não permitirem a
presença de níveis detectáveis de resíduos de antibióticos na carne e seus derivados, o
uso de sub-doses de ação sistêmica e absorvíveis de antibióticos têm sido reduzidos
consideravelmente (LANCINI, 1994).
2.2.2 Características de um Promotor de Crescimento
Condições para um bom promotor de crescimento moderno:
- Melhorar o desempenho, efetivo e econômico;
- Atuar em baixas dosagens, com espectro de ação reduzido, e não serem utilizados em
terapêutica humana ou veterinária;
- Não apresentar resistência cruzada a outros antimicrobianos;
- Permitir a manutenção do equilíbrio da flora gastrintestinal normal;
- Não estar envolvido nos processos de transferência de resistência às drogas;
- Não ser absorvível no nível gastrintestinal;
- Ser atóxico, para animais e homens (ISHIBASHI, 2002);
- Não ser mutagênico ou carcinogênico;
- Ser biodegradável e não poluir o meio ambiente (LANCINI, 1994).
2.3 ANTIBIÓTICOS
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Os antibióticos são compostos químicos utilizados para destruir ou inibir o
crescimento de organismos infecciosos, amplamente utilizados na produção animal.
Inicialmente eles eram usados somente como medida terapêutica (tratar o animal
doente), mas com o avanço do conhecimento e o desenvolvimento de novos
compostos, eles passaram a ser utilizados também como medida preventiva e
promotores do crescimento para estimular e acelerar o crescimento de animais
saudáveis, por exemplo sulfato de neomicina e oxitetraciclina (LEMIEUX;
SOUTHERN; BIDNER, 2003). Seu uso garantiu os altos índices de produtividade
obtidos nas últimas décadas, também a redução da mortalidade e morbidade e a
manutenção do bem-estar animal. A utilização de antibióticos é considerada
indispensável nos sistemas atuais de produção (VISEK, 1978). Eles são amplamente
utilizados em todas as fases de produção, ou ciclo de vida dos animais.
Apesar de ainda não ser clara a associação entre o uso de antibióticos nas
unidades de produção animal, o desenvolvimento de resistência e a sua transferência à
população humana, vários estudos epidemiológicos sugerem que o consumo de
derivados animais seja uma possível via de transmissão de bactérias resistentes. Essas
evidências levaram as organizações internacionais ligadas à saúde humana e animal a
recomendar prudência no uso desses compostos.
A resistência a esses compostos é de conhecimento da comunidade científica
desde a década de 1950, de acordo com Padilha (2003), esta resistência tem sido
controlada por meio do desenvolvimento de novas famílias de compostos e/ou
modificando-se as moléculas. A resistência antimicrobiana é onerosa, pois quando se
usa um antibiótico em um ser humano ou animal e esse não atua com a eficácia
esperada, é preciso implementar métodos de diagnóstico para identificar o composto
ao qual o organismo infeccioso é susceptível. Isto ocasiona demora no retorno ao
estado de saúde do ser humano. Em algumas ocasiões a pessoa acometida pode vir a
falecer se o organismo for resistente a várias bases antimicrobianas. O mesmo é válido
para a população animal apenas diferenciando os efeitos. No caso do animal, ele
demora a se recuperar, perde peso e em geral a sua conversão alimentar não se
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normalizará devido as lesões que, possivelmente, os organismos infecciosos tenham
ocasionado.
Na Europa, a Suécia e a Dinamarca foram os primeiros países a estabelecer
programas de controle de uso de antibiótico na produção animal (WEGENER;
BAGER; AARESTRUP, 1997). Em 1986, a Suécia proibiu o uso de baixas doses de
antibióticos na alimentação animal, como promotores de crescimento, direcionando o
seu uso apenas à terapia de animais enfermos, e passou a requerer prescrição
veterinária (JONSSON; CONWAY, 1992). A Dinamarca implementou medidas
relacionadas à comercialização de antibióticos que determinaram redução do uso na
produção animal, e também um sistema de monitoramento da resistência
antimicrobiana, incluindo fases durante o processo de produção. Nos programas
utilizados na Dinamarca, as bases antibióticas de uso na clínica médica não são
recomendadas para uso na população animal. Assim, a avoparcina, espiramicina,
tilosina, virginiamicina, tetraciclina e penicilina não são usadas nos sistemas de
produção dinamarqueses.
Nos Estados Unidos, o “Programa Nacional de Monitoramento da Resistência
Antimicrobiana” teve início em 1996, através do trabalho conjunto do Centro de
Controle de Doenças, da Agência de Alimentos e Medicamentos (Food and Drug
Administration – FDA) e do Departamento de Agricultura. O programa monitora
modificações de susceptibilidade antimicrobiana de patógenos entéricos zoonóticos em
espécies humanas e animais (enfermos e saudáveis) e em carcaças de animais. Em
janeiro de 1999, o FDA aprovou um regulamento que eliminará a maioria dos
antibióticos usados como promotores de crescimento. Os antibióticos autorizados:
flavofosfolipol, monensina de sódio, salinomicina de sódio e avilamicina.
No Canadá existem processos de redução de uso e monitoramento, em fase de
implementação, nas várias cadeias de produção.
No Brasil, o Ministério da Agricultura, através da Instrução Normativa n° 9 de
27 de junho de 2003 (ANEXO 1), proíbe o uso de princípios ativos cloranfenicol e
nitrofuranos (antibióticos) em animais cuja carne se destina ao consumo humano (RIO
DE JANEIRO, 2005).
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A comissão européia está sugerindo a proibição definitiva do uso de
antibióticos como promotores em alimentos. Os antibióticos cujo uso ainda é
permitido como aditivo das rações terão sua utilização proibida a partir de janeiro de
2006 (UNIÃO, 2003).
As evidências microbiológicas e clínicas acumuladas até o momento sugerem
fortemente a existência de uma associação entre o uso de antibióticos, na produção
animal, e o aumento da prevalência de bactérias resistentes, na população humana.
Este fato indica que a utilização de antibióticos na produção animal possa trazer
entraves ao comércio internacional.
Nos países em que as atividades visando o controle do uso de antibióticos estão
avançadas, os programas de garantia de qualidade, implementados na produção
primária de suínos, aves, bovinos de corte e leite, incluem o controle do uso desses
compostos em todas as fases. Paralelamente, foram implementados processos
educativos direcionados a veterinários e produtores. Os países exportadores de
alimentos, em outras regiões, podem ser beneficiados, se considerarem essas
tendências (PADILHA, 2003).
2.4  PROBIÓTICOS
Os probióticos, suplementos alimentares à base de microrganismos vivos
(FULLER, 1989) que, quando administrados em quantidades adequadas (FAO/WHO,
2005), afetam beneficamente o hospedeiro animal por melhorar o equilíbrio da
microflora intestinal. Quando estes probióticos são incorporados em alimentos como
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parte do processo de elaboração ou aditivos, geram alimentos funcionais, isto é,
alimentos obtidos por qualquer procedimento, com características particulares de
algum de seus componentes, sejam ou não nutritivos, que afetam de maneira positiva
ou promovam um efeito fisiológico ao organismo, além de seu valor nutritivo
tradicional (GONZÁLEZ-MARTÍNEZ; GÓMEZ-TREVIÑO, 2001).
No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), vinculada ao
Ministério da Saúde, regulamentou os alimentos funcionais e novos alimentos, através
das seguintes resoluções ANVS/MS nº 16/99, ANVS/MS nº 17/99, ANVS/MS
nº 18/99 e ANVS/MS nº 19/99. Tratam-se de regulamentos técnicos sobre
procedimentos para registros de alimentos e/ou novos ingredientes e para alimentos
com alegação de propriedades funcionais e/ou de saúde em sua rotulagem, diretrizes
básicas para avaliação de risco e segurança de alimentos e para análise e comprovação
de propriedades funcionais e/ou de saúde, alegadas no rótulo dos alimentos.
A resolução RDC nº 2 de 07/01/02 (ANEXO 1), da ANVISA, por sua vez, aprova o
regulamento técnico de substâncias bioativas e probióticos isolados com alegação de
propriedades funcionais e/ou de saúde (OLIVEIRA, 2005).
Os suplementos alimentares e preparações farmacêuticas estão promovendo a
saúde baseados em várias características de certas espécies de bactérias ácidos lácticas,
particularmente do gênero Lactobacillus, Enterococcus e também do gênero
Bifidobacterium.
Vários critérios de seleção têm sido usados para novas espécies probióticas
(FIGURA 1), os quais são: segurança, funcionalidade e aspectos tecnológicos. É
necessário que as novas espécies probióticas sejam provenientes de um ser humano ou
animal saudável, habitantes normais do intestino que não sejam patogênicas nem
toxigênicas e que sejam hospedeiro – específicas, a fim de que a máxima eficácia do
produto seja atingida (SILVA; ANDREATTI, 2000). Aspectos funcionais incluem
tolerância à acidez gástrica e toxicidade a bile, atividade hidrolase de sais de bile,
atividade antioxidante, produção de compostos antimicrobianos, habilidade de reduzir
patógenos aderidos na superfície, habilidade de modulação da resposta imune e adesão
no tecido intestinal. Aspectos tecnológicos incluem a habilidade de espécies
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probióticas de resistir a condições de produção industrial e sobreviver na formulação
final do produto alimentício. Além disso, deve ser avaliado durante este processo: a
habilidade de culturas em conservar sua função na área alvo, usualmente no trato
gastrintestinal e co-existir com a microflora própria do hospedeiro (FAO/WHO, 2002;
ANNUK et al, 2003).
FIGURA 1 - DIRETRIZES PARA AVALIAR O PROBIÓTICO PARA USO EM ALIMENTOS
FONTE: FAO/WHO (2002)
O valor do probiótico varia conforme a origem, habitat e espécies de
Lactobacillus (ANNUK et al, 2003).
 As propriedades antagonistas podem ser úteis em produtos probióticos que são
usados na alimentação animal. Muitos pesquisadores consideram que o principal
interesse do uso do probiótico poderia ser sua eficiência na sanitização, melhoria na
saúde e prevenção de infecções (CHATEAU; CASTELLANOS; DESCHAMPS,
1993).
Um dos primeiros artigos relatando o conceito do uso de microrganismos vivos
e de substâncias para o melhoramento da saúde de suínos é de 1946, onde Mollgaard
sugeriu o uso de bacilo produtor de ácido láctico, originado do próprio intestino do
animal. O aumento dos níveis do ácido láctico no trato digestivo pode inibir a ação do
Identificação de espécie por métodos fenotípicos e
genotípicos;
Espécie depositada em cultura internacional de coleção.
Avaliação da segurança:





Número mínimo de bactérias viáveis no fim da estocagem;
Condições apropriadas de estocagem.
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ácido fítico, encontrado em sementes não germinadas que interfere na absorção de
cálcio e fósforo, e com isso obter resultados na melhoria da saúde e formação
esquelética de suínos (FULLER, 1992).
2.4.1  Mecanismo de Ação dos Probióticos
O mecanismo ou mecanismos de ação dos probióticos não estão inteiramente
elucidados. Especula-se que um ou mais processos, associados ou não, alterariam a
atividade e a composição bacteriana intestinal. O equilíbrio entre os diferentes
componentes da microbiota intestinal parece ser fundamental para o funcionamento
normal e saudável da função digestiva e geral do hospedeiro. A alta incidência e o
constante estresse a que estão expostos os suínos em condições normais de criação,
invariavelmente, podem alterar o equilíbrio intestinal e predispor os suínos a diversas
infecções, além de reduzir os índices de produtividade (SILVA; ANDREATTI, 2000).
2.4.1.1  Inibindo a proliferação de bactérias patogênicas
 Bactérias da microbiota intestinal e/ou componentes dos probióticos, podem
produzir e liberar compostos como as bacteriocinas, substâncias semelhantes à
bacteriocinas, ácidos orgânicos (agem pela redução do pH) e peróxido de hidrogênio,
que teriam ação antibacteriana especialmente em relação às bactérias patogênicas
(FULLER, 1992; PINTO; PONSANO; CASTRO-GOMEZ, 1996).
As bacteriocinas, definidas por Tagg, Dajani e Wanna Maker (1976), como
substâncias de natureza protéica produzidas por bactérias que apresentam ação
bactericida ou antagônica a outros tipos de bactérias, são freqüentemente relacionadas
com a ação dos probióticos.
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As bactérias intestinais, utilizando-se de ingredientes alimentares não
absorvidos integralmente pelo hospedeiro, prebióticos, produzem alguns ácidos
orgânicos, como o propiônico, acético, butírico, láctico, bem como peróxido de
hidrogênio, cujo espectro de ação inclui a inibição do crescimento de bactérias
patogênicas Gram negativas. Os prebióticos beneficiam o hospedeiro por estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de um número limitado de bactérias no
intestino. Os oligossacarídeos são as substâncias mais estudadas como prebióticos,
pois há evidências de que os mananoligossacarídeos podem aderir às fímbrias
bacterianas, bloqueando a adesão das bactérias à superfície intestinal (PELICANO;
SOUZA; SOUZA, 2002).
2.4.1.2  Produzindo enzimas digestivas e sintetizando vitaminas
Os lactobacilos produzem a enzima beta galactosidase que facilita a digestão da
lactose (TRAVIALIMENTOS, 2005).
2.4.1.3  Produzindo metabólitos capazes de neutralizar as toxinas
Produzindo metabólitos capazes de neutralizar as toxinas bacterianas in locco
ou inibindo sua produção (Bifidobacterium sp. pode inibir a produção de aminas
produzidas pelas bactérias patogênicas).
2.4.1.4  Competição por sítios de ligação
O bloqueio dos sítios de ligação (receptores) na mucosa entérica pelas bactérias
intestinais pode reduzir a área de interação nos cecos pelas bactérias patogênicas
(competição por exclusão). Um número de interações entre bactérias não patogênicas e
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componentes do hospedeiro como a fribronectina e colágeno têm sido descritas. A
ligação com fibronectina têm sido demonstrada com Lactobacillus reuteri e
lactobacilos vaginais. Proteínas ligantes do colágeno provenientes de L. reuteri têm
sido purificadas (ROOS et al, 1996; MUKAI et al, 2002).
Spencer e Chesson (1994) demonstraram que algumas espécies de
Lactobacillus, particularmente espécies de L. fermentum, eram capazes de aderir
fortemente às células epiteliais colunares de suínos.
O Lactobacillus fermentum produz biosurfactantes que são definidos como uma
mistura de complexo biológico capaz de inibir a adesão de patógenos urogenitais
(Enterococcus faecalis), identificado como proteína 29-KDa (p29) (HOWARD et al,
2000).
Segundo autores citados por Silva e Andreatti (2000), concluí-se que a
ocupação física dos sítios intestinais pela microbiota normal, especialmente
Lactobacillus spp., poderia ser mais importante que outros fatores relacionados.
2.4.1.5  Competição por nutrientes
Embora possa parecer incoerente que exista supressão do crescimento de
alguma espécie bacteriana intestinal, devido à carência nutricional, exatamente pelo
local em questão, tem sido demonstrado que este fato é verdadeiro, chegando a reduzir
drasticamente algumas espécies da microbiota intestinal (SILVA; ANDREATTI,
2000).
Fox (1988) e Jin et al (1997) explicam que no intestino, os microrganismos do
probiótico realizam uma rápida metabolização de substratos (açúcares, vitaminas,
aminoácidos, proteínas), tornando-os indisponíveis aos patógenos e, por conseqüência,
impedindo a proliferação destes (FIGURA 2).
FIGURA 2 –MICRORGANISMOS COMPETINDO POR NUTRIENTES
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FONTE: FERREIRA; KUSSAKAWA (1999)
2.4.1.6  Ativação da imunidade humoral e celular
Alguns gêneros de bactérias intestinais, como os Lactobacillus e o
Bifidobacterium, estão diretamente relacionados com o estímulo da resposta imune,
por meio do aumento da produção de anticorpos, ativação de macrófagos, proliferação
de células T, produção de interferon, produção de imunoglobulinas (IgA) em resposta
aos microrganismos enteropatogênicos, e podem acelerar a função fagocítica do
sistema retículo-endotelial (FIGURA 3) (SILVA; ANDREATTI, 2000;
TRAVIALIMENTOS, 2005).
Extrato da parede celular de Lactobacillus fermentum tem sido usado como
imunoestimulante e agente antitumoral. O ácido murâmico é um componente da
parede celular de bactérias com qualidades imunoestimulantes que pode ser
parcialmente responsável pelos efeitos antitumorais de extratos de bactérias Gram
positivas (TURNER; GIFFARD, 1999; RIORDAN; MENG; TAYLOR, 2004).
FIGURA 3 – BACTÉRIAS NÃO PATOGÊNICAS ESTIMULAM A RESPOSTA IMUNOLÓGICA
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FONTE: FERREIRA; KUSSAKAWA (1999)
2.4.2 Seleção e Requisitos para um Microrganismo ser Probiótico
Na escolha de espécies microbianas um número de fatores deve ser considerado
(FULLER, 1992):
- Biosegurança – A biosegurança é o primeiro passo na seleção de espécies
microbianas para uso como probiótico. O probiótico deve conter microrganismos que
são geralmente reconhecidos como seguros, como as espécies de Lactobacillus ou
algumas espécies de Bifidobacterium e Streptococcus.
- Escolha da origem da espécie microbiana – O microrganismo poderá ser originário
de uma coleção de cultura ou isolado. Esta escolha será determinada pelo propósito do
probiótico e se a colonização é essencial para a aplicação do mesmo. A especificidade
das espécies e localização representa uma importante função, neste caso, será de suma
importância que a cepa tenha sido isolada da mesma localização onde a atividade da
espécie será exibida no hospedeiro.
O probiótico poderá, preferencialmente, apresentar as seguintes características
(FULLER, 1992):
-  Capaz de ser produzido em larga escala e de maneira viável;
-  Capaz de ser estocado e manter a sua viabilidade até o momento de uso;
- Ter condições de permanecer no ecossistema intestinal;
- Produzir um efeito benéfico no intestino animal;
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- Ter habilidade de sobrevivência, não necessariamente de multiplicação, no intestino.
É importante que os microrganismos sejam:
- resistentes à ação dos ácidos gástricos durante sua passagem pelo trato digestivo
superior (HENRIQUE et al, 1997). A primeira barreira do microrganismo no estômago
é a acidez gástrica; a intensidade da ação inibidora depende do valor do pH e
concentrações do ácido clorídrico. Alguns autores observaram que espécies de
Lactobacillus acidophilus apresentaram alta tolerância a pH 3 (XANTHOPOULOS;
LITOPOULOU-TZANETAKI; TZANETAKIS, 2000). O pH do HCl excretado no
estômago é de 0,9, mas a presença de alimento faz com que o pH aumente o valor à
3,0. Após a ingestão do alimento, o estômago leva de 2 a 4 horas para esvaziar-se. As
bactérias que sobreviveram nas condições ambientais do estômago irão mais adiante
enfrentar o desafio do duodeno, secreções de bile e sais biliares (PENNACCHIA et al,
2004).
- tolerantes à bile, para que o microrganismo possa crescer no trato intestinal
(GILLILAND; STAEY; BUSH, 1984). A média diária do fluxo biliar no suíno é muito
alta, ao redor de dois litros para cada 40 kg de suíno (GILLILAND; WALKER,1990;
FULLER, 1992), em relação ao adulto humano (70 kg) que produz 400 a 800 mL de
bile diária (SECRETION, 2005). Os sais biliares são liberados dentro do intestino
delgado depois da ingestão de alimentos gordurosos. Apresentam uma função
semelhante ao detergente e auxiliam na absorção e digestão de gorduras. Isto é crítico
para os microrganismos, pois suas membranas celulares são compostas de lipídeos e
ácidos graxos. Tem sido sugerido que a morte celular é devida a lise, entretanto,
alguns microrganismos são capazes de diminuir o efeito detergente, por diminuição da
solubilidade através da habilidade de hidrolisar os sais de bile pela enzima hidrolase de
sais de bile. A resistência aos sais de bile varia muito entre as espécies de
Lactobacillus. Considera-se que a concentração deva ser de 0,3% (p/v) de bile para ser
usada como seleção de espécies probióticas para humano (GILLILAND; STAEY;
BUSH, 1984; PENNACCHIA et al, 2004).
Patel et al (2004) isolaram do intestino humano a espécie de Lactobacillus
reuteri altamente resistente a 2% de bile.
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Espécie de L. fermentum isolado de suíno foi tolerante a 0,3% de bile, inibindo
o seu crescimento em torno de 50% (YU; TSEN,1993). Gilliland (1979) comprovou
que lactobacilos isolados de intestino animal, como L. fermentum foram mais
tolerantes a sais biliares que espécies isoladas de produtos lácteos.
- tolerância a fenol – Os fenóis podem ser formados no intestino por bactérias que
desaminam alguns aminoácidos aromáticos provenientes da dieta ou produzidos por
proteínas endógenas. Alguns autores sugerem que a concentração de 0,4% de fenol
causa ação bacteriostática para alguns microrganismos. Espécies de Lactobacillus
acidophilus mostraram alta tolerância (0,4-0,5%) para com o fenol
(XANTHOPOULOS; LITOPOULOU-TZANETAKI; TZANETAKIS, 2000). Estes
autores isolaram de fezes de crianças Lactobacillus reuteri DC423 com alta resistência
(0,4%) a fenol. A contagem de células viáveis manteve-se completamente não afetado
pelo fenol.
2.5  BACTÉRIAS ÁCIDO LÁCTICAS
O grupo de bactérias ácido lácticas está definido vagamente e com limites
imprecisos. Todos seus representantes compartem a propriedade de produzir ácido
láctico a partir de hexoses (JAY, 1994; MACEDO, 1997).
Com base nos produtos finais do metabolismo da glicose, as bactérias ácido
lácticas são agrupadas em homofermentativas ou heterofermentativas. As
homofermentativas possuem as enzimas aldolase e hexose isomerase, porém são
deficitárias de fosfocetolase, utilizam a via glicolítica de Embden-Meyerhof (FIGURA
4) e produzem ácido láctico como maior produto da fermentação da glicose.
Geralmente 85% ou mais e são capazes de fermentar a glicose mais diretamente a
ácido láctico que as heterofermentativas (um mol de hexose para dois moles de ácido
láctico).
FIGURA 4 – VIA GLICOLÍTICA DE EMBDEN-MEYERHOF
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FONTE: THE DIVERSITY (2005)
As heterofermentativas, por outro lado, possuem fosfocetolase, porém não
possuem aldolase e nem hexose isomerase e, em lugar de degradar a glicose pela via
de Embden-Meyerhof, estes microrganismos utilizam a via alternativa da pentose ou
hexose monofosfato (FIGURA 5), convertem açúcares de seis carbonos (hexoses) a
cinco carbonos (pentoses) pela enzima fosfocetolase, produzem um número de
produtos além do ácido láctico, incluindo dióxido de carbono, ácido acético e etanol
provenientes da fermentação de glicose (um mol de CO2, um mol de etanol ou ácido
acético e um mol de ácido láctico) (TARANTO; VALDEZ; PEREZ-MARTINEZ,
1999).
FIGURA 5 – VIA HETEROLÁCTICA OU FOSFOCETOLASE
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